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三 分 三 悬浮 培养 细胞 中 茶 丙 氨 酸 、 乌 
氨 酸 和 黄 著 碱 至 东 黄 著 碱 的 生物 转化 


we AB IEA 


(中 国 科 学 院 昆 明 植 物 研 究 所 》 


提要 ”在 三 分 三 悬浮 培养 中 分 别 补充 前 体 薄 丙 氨 酸 、 乌 氨 酸 和 其 车 碱 时 ， 甚 浮 细 跑 的 
生长 速率 及 东 黄 车 了 碱 的 转化 率 均 以 补充 葵 丙 氨 酸 者 为 最 高 ， 分 别 比 未 加 前 体 的 对 照 增加 
50.2% 和 4.0%。 ; 

在 上 述 处 理 培养 两 周 后 于 培养 液 中 分 别 加 入 70 ppm 的 放 线 蓝 酮 抑制 蛋白 质 合 成 时 ， 虽 然 
细胞 中 东 芒 车 碱 的 转化 按 克 干 重 计 算 均 有 明显 增加 ， 但 是 由 于 细胞 生长 受 强 烈 抑制 不 利于 东 
蕊 葬 碱 的 总 的 转化 ， 按 每 瓶 总 干 重 计算 的 转化 率 均 比 对 照 低 。 

在 分 别 补充 三 种 前 体 并 培养 两 周 后 使 营养 缺乏 时 ， 细 胞 生长 比 对 照 稍 有 降低 ， 但 细胞 中 
东 黄 著 碱 的 转化 却 显著 增加 。 特 别 是 补充 芮 著 碱 并 使 营养 缺乏 时 ， 大 大 利于 芮 车 碱 转化 为 东 
长 著 碱 ， 转 化 率 高 达 27。4%。 既 降低 了 培养 成 本 又 提高 了 东 芒 车 碱 产量 ， 有 利于 未 来 的 工业 
生产 。 

关键 词 ”生物 转化 ! 三 分 三 MPF 


其 艾 烧 生物 碱 的 生物 合成 途径 E，Leete 于 1979 年 [8 有 过 评论 ， 总 结 了 近 二 十 年 来 
的 研究 工作 , 肯定 了 从 鸟 氨 酸 至 芮 匣 碱 的 生物 合成 途径 。 一 些 学 者 的 工作 53 一 1 表明 ， 葵 
丙 氨 酸 是 托 平 酸 的 前 体 。 另 一 些 学 者 C15，16 认 为 ， 托 平 酸 是 芮 苏 碱 的 前 体 。 我 们 于 1977 
年 (2) 曾 报道 在 三 分 三 愈 伤 组 织 培养 中 ， 茶 丙 氮 酸 既 促进 生长 又 促进 其 车 碱 和 东 其 营 碱 
的 合成 ， 并 随 其 浓度 的 增加 而 增加 。76 年 我 们 还 发 现在 三 分 三 愈 伤 组 织 培养 中 1)， 其 
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直接 前 体 芮 营 碱 进行 了 从 它们 至 东 芒 车 碱 生物 转化 的 初步 研究 。 
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材 料 和 方法 


供 试 材 料 为 经 35 次 继 代 培养 并 经 冰冻 贮藏 [5 后 的 三 分 三 愈 伤 组 织 变异 体 542。 愈 伤 
组 织 细 胞 悬浮 培养 的 培养 基 是 免 去 琼脂 的 MS 培养 液 。 培 养 方法 、 细 胞 生长 速率 测定 方 
. ERER, ARMA BW EAR ABC. 39, . 

HA RTT ERE BAAR (5mM) , SAR (5mM) RBM (CImM) 分 
别 补 充 到 盛 有 培养 液 的 500 毫 升 三 角 瓶 中 。 每 瓶 含 100 上 毫升 培养 液 。 不 补充 任何 前 体 的 处 
理 为 对 照 。 每 处 理 重复 三 次 。 培 养 四 周 后 收获 ， 分 别 测定 各 瓶 的 细胞 生长 速 罕 、 黄 营 碱 
及 东 黄 车 含量 ， 取 各 处 理 的 平均 值 。 然 后 将 各 处 理 的 东 黄 营 碱 含量 换算 为 毫克 分 子 数 。 
按照 加 入 前 体 的 毫克 分 子 数 和 生成 东 芮 车 碱 的 毫克 分 子 数 ， 求 出 各 处 理 的 转化 百分率 ， 
其 中 以 对 照 的 转化 百分率 作为 零 。 

放 线 菌 酮 抑制 蛋白 质 合成 试验 是 在 上 述 前 体 饲 咀 试 验 培养 两 周 后 分 别 加 入 30 ppm 
的 放 线 菌 酮 , 并 继续 培养 两 周 后 收获 。 营 养 缺 乏 试验 是 在 上 述 饲 咕 试 验 培养 两 周 后 ， 用 插 
入 培养 液 的 特制 吸管 将 培养 液 全 部 吸出 (很 少 吸 走 培 养 细 胞 ) 后 ， 加 入 新 鲜 的 低 营养 培 
养 液 ， 并 继续 培养 二 周 后 收获 。 低 营养 培养 液 仍 为 上 述 Ms 培养 液 ， 只 是 其 含 氮 量 为 原 
配方 的 50% ， 并 省 去 芒 糖 。 放 线 菌 酮 抑制 蛋白 质 合 成 试验 和 降低 营养 水 平 试 验收 获 后 ， 
同 前 法 测定 生长 速率 和 两 种 生物 碱 含 量 ， 并 求 出 其 生物 转化 率 。 


结果 与 讨论 


如 前 言 所 述 ， 如 果 苯 丙 氨 酸 、 鸟 氨 酸 是 芮 萝 碱 和 东 黄 萝 碱 的 前 体 的 话 ， 在 三 分 三 细 
胞 悬浮 培养 中 补充 以 苯 丙 氨 酸 和 鸟 氨 酸 ， 就 能 促进 悬浮 培养 细胞 中 芒 著 碱 及 东 黄 车 碱 的 
合成 。 试 验 结果 如 表 1 所 示 。 葵 丙 氨 酸 的 补充 使 培养 细胞 中 芮 著 碱 和 东 芒 车 碱 含量 比 未 
加 前 体 的 对 照 有 较 明 显 增加 。 葵 再 氨 酸 至 东 芮 若 碱 的 转化 率 按 每 克 细 胞 干 重 为 基础 计算 
比 对 照 增加 了 约 1 % ， 按 每 瓶 细胞 总 干 重 计算 比 对 照 增加 了 4 %。 加 入 鸟 氨 酸 也 对 两 种 
生物 碱 的 含量 及 从 鸟 氨 酸 至 东 黄 车 碱 的 转化 均 有 促进 作用 , AR, RHA S AR 
的 加 入 还 明显 地 促进 基 培 细胞 的 生长 。 特 别 是 莱 丙 氨 酸 ， 使 甚 泽 细 胞 的 生长 速率 比 对 照 
增加 50.2%。 这 启示 我 们 , 这 两 种 氨基 酸 不 仅 是 合成 葛 营 碱 和 东 芒 蓉 碱 的 前 体 , 而 且 也 是 
合成 蛋白 质 的 前 体 。 促 进 蛋白 质 的 合成 ， 从 而 促进 了 细胞 的 生长 。 这 与 Staba AUD 
和 Sairamta 等 人 03] 的 试验 结果 不 同 。Staba 等 的 结果 是 氨基 酸 对 黄蓉 碱 和 东 芮 营 碱 的 产 
量 没有 影响 。Sairamta 等 的 结果 是 苯 丙 氨 酸 只 利于 生物 碱 的 合成 ， 不 利于 细胞 生长 。 

从 表 1 还 可 看 出 ， 黄 著 碱 加 到 培养 液 中 时 , 对 培养 细胞 的 生长 稍 有 抑制 , 对 两 种 生物 
Moe ROMA RE, KEREKERE MORER UA 克 F E 为 基础 比 对 照 增 加 了 
1.7%， 但 若 以 每 瓶 总 于 重 计算 则 没有 增加 。 看 来 ， 在 三 分 三 细胞 中 茧 匣 碱 不 大 可 能 走 东 
芒 萝 碱 生 物 合成 的 道 向 途径 经 由 托 平 酸 、 托 平 、 苯 丙 氨 酸 、 鸟 氨 酸 进而 合成 蛋白 质 促进 
细胞 生长 。 这 与 Hashimoto 等 7 的 试验 结果 相 一 致 。 

如 果 上 述 讨论 是 符合 实际 的 ， 在 细胞 悬浮 培养 中 用 放 线 菌 酮 来 阻 断 葵 丙 氮 酸 和 鸟 包 


2 期 郑 光 植 等 ， 三 分 三 县 学 上 
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Rl. 葵 丙 氧 酸 、 乌 氨 酸 和 芮 车 碱 至 东 黄 车 碱 的 转化 


Table 1. Conversion of phenylalanine, ornithine and hyoscyamine to scopolamine 
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生物 碱 的 含量 将 显著 增加 ， 同 时 细胞 生长 将 被 强烈 抑制 。 结 果 如 表 2 所 示 ， 情 况 正 是 这 


` 
Table 2. Effect of actidione on conversion of phenylalanine, ornithine and hyoscyamine to scopolamine 
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当 在 悬浮 培养 中 加 入 蔡 丙 氮 酸 、 乌 氨 酸 和 蕊 莹 碱 后 用 放 线 菌 酮 抑制 蛋白 质 合 成 时 ， 
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于 悬 培 细 胞 的 生长 受到 强烈 抑制 ， 使 东 划 著 碱 按 每 瓶 细胞 总 干 重 计算 的 转化 率 均 低 于 未 
加 放 线 菌 柄 的 对 照 。 因 此 用 放 线 菌 酮 抑制 蛋白 质 合成 的 某 一 步骤 的 办 法 不 能 提高 东 葛 著 


碱 的 产量 。 
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提高 东 黄 车 碱 产量 的 另 一 办 法 是 补充 苯 丙 氨 酸 、 鸟 氨 酸 和 芮 营 碱 等 前 体 到 三 分 三 县 
浮 培 养 的 后 期 ， 并 在 培养 两 周 后 大 量 减 少 糖 、 氨 的 供应 ， 使 氨基 酸 、 蛋 白质 合成 降低 ， 
补充 的 三 种 前 体 就 应 走 东 若 车 碱 生物 合成 路 线 ， 从 而 使 东 黄 薪 碱 的 产量 大 幅度 增加 。 试 
验 结果 列 于 表 3 。 


表 5。 营养 缺乏 对 苯 丙 氨 酸 、 鸟 氨 酸 和 芮 车 碱 转化 至 东 芮 车 碱 的 影响 
Table 3。 Effect of nutritive absence on conversion of phenylalanine, ornithine and 


hyoscyamine to scopolamine 





前 体 生长 速率 BARAR REBRSR 转化 率 
Precursors Growth rate Hyoscy. cont. Scopo. ‘cont. Conver. rate(%) 
(mM) (dry wt. mg/day/1) (mg/g. dry wt.) (mg/g. dry wt.) ge dry wt. flask 
RAR 5 185.36 0.188 0.277 6.6 1.2 
Pheny, 
SAR 5 195.75 0.181 0,250 4.8 1.2 
Ornithi. 
ESM 1 190.14 0.183 0.261 27.4 6.0 
Hyoscy. 
对 照 0 200.14 0.180 0.160 一 一 
Control $ : 
HM (正常 营养) 216.22 0.178 0.178 0.0 0.0 


Normal nutritive 








apes 


表 3 表明 试验 结果 与 设想 一 致 。 在 分 别 加 入 三 种 前 体 培养 两 周 后 ， 使 拨 、 糖 缺乏 
时 ， 悬 浮 培 养 细胞 的 生长 速率 比 未 加 前 体 的 对 照 和 正常 营养 的 对 照 均 稍 有 降 低 。 而 培 
养 细胞 中 黄 营 碱 和 东 黄 营 碱 含量 均 有 显著 提高 。 无 论 按 每 克 细胞 干 重 计算 或 按 每 瓶 细 胞 
总 于 重 计算 的 东 葛 营 碱 的 转化 率 均 有 显著 提高 。 特 别 是 加 入 黄 萝 碱 并 使 之 营养 缺乏 时 ， 
大 大 利于 由 葛 营 碱 向 东 黄 萝 碱 的 转化 ， 其 转化 率 可 高 达 27.4% 。 即 使 按 每 瓶 细胞 总 干 重 
计算 ， 转 化 率 也 可 达 6.0%。 这 一 点 十 分 重要 ， 因 为 东 芮 葛 碱 的 价格 比 苇 营 碱 高 〈 约 10 
倍 ) 得 多 ， 医 用 量 比 其 营 碱 少 得 多 ， 且 产 东 黄 营 碱 的 资源 植物 又 缺乏 ， 加 之 东 葛 营 碱 在 
植物 中 的 含量 又 比 其 著 碱 的 含量 低 得 多 5c1、53 。 如 在 未 来 的 工业 生产 的 培养 液 中， 添加 
黄 荐 磺 ， 同 时 减少 糖 、 氮 供应 ， 既 降低 了 培养 成 本 又 增加 了 东 黄 欧 碱 产量 ， 一 举 两 得 。 

表 3 KUE-PLRUG RARER RR EOE EHR SARS KE 
转化 效率 高 。 

我 们 在 星期 的 研究 中 发 现 三 分 三 愈 伤 组 织 及 其 悬浮 培养 细胞 的 生长 与 其 生物 碱 合成 
有 着 矛盾 现象 <2、5， 。 本 文 报道 的 结果 使 之 得 到 了 解答 ， 这 种 矛盾 现象 是 由 于 细胞 生长 
过 程 和 其 车 碱 、 东 蓉 状 碱 在 细胞 内 的 生物 合成 过 程 争夺 前 体 所 致 。 

根据 上 述 试验 结果 ， 并 总 结 各 国 科学 家 关于 托 平 烷 生物 碱 的 生物 合成 方面 的 研究 结 
果 "5“ 16， 和 我 们 过 去 对 三 分 三 愈 伤 组 织 培 养 的 研究 结果 51.23 ， 提 出 如 下 图 1 所 示 的 
关于 托 平 烷 生 物 碱 在 植物 细胞 中 代谢 途径 的 假说 。 
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分 解 代谢 Carabolisin 


Al. 托 平 烷 生 物 碱 在 植物 细胞 中 的 可 能 代谢 途径 


Fig. 1. Possible metabolism pathway of tropane alkaloids in plant cells 
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葵 丙 氨 酸 经 若干 反应 ， 其 中 可 能 经 苯 丙 酮 酸 的 羧基 移 位 ， 再 经 由 托 平 酸 转化 为 医 若 碱 的 

侧 链 部 分 。 et LS se ta 东 芒 车 碱 在 植物 细胞 中 是 次 生物 质 代 谢 的 

最 终 产 物 ， 但 它 也 可 能 参与 细胞 中 的 分 解 代谢 。 葵 丙 氨 酸 和 乌 氨 酸 的 另 一 代谢 途径 是 沿 

东 芒 车 碱 生物 合成 相反 的 方向 , 经 由 蛋白 质 的 合成 进而 导致 细胞 的 生长 。 蛋 白质 的 合成 也 

经 若干 反应 ， 其 中 重要 的 反应 是 DNA 指导 RNA 合成 从 而 导致 蛋白 质 合 Ro KEME 
东芝 著 破 的 转化 和 托 平 酸 、 托 平 至 黄 蘑 碱 的 转化 则 是 不 可 道 的 。 
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BIOTRANSFORMATION OF PHENYLALANINE, ORNITHINE AND 
HYOSCYAMINE TO SCOPOLAMINE IN THE SUSPENSION 
CULTURE OF ANISODUS ACUTANGULUS CELLS 


Zhehg Guangzhi, He Jingbo and Wang Shiling 


(Kunming Institute of Botany, Academia Sinica) 


Abstract When the suspension cultures of Anisodus acutangulus were sup- 
plemented with precursors of either phenylalanine, ornithine or hyocyamine, 
phenylalanine was found to be most effective in promoting both the cell growth 
and its conversion to scopolamine, The growth rate of the cultures adding 
phenylalanine as precursor was 50. 2% higher than that without phenylalanine 
and the ratio of conversion was 4.0% 

Upon addition of actidione at the concentration of 30 ppm to the two-week- 
old cultures, protein synthesis was inhibited, Under such conditions, although 
the ratio of conversion from various precursors to scopolamine in the cells was 
increased markedly in terms of gram dry weight, the total scopolamine produ- 


ction per culture flask actually was decreased due to the fact that cell growth 
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was strongly inhibited by actidione, resulting on lower dry weight yield of sco- 
polamine than the control, 

Celi cultures supplimented with three precursors that were allowed to grow 
for two weeks and then nutritionally depleted had lower cell growth rate than 
the control, but their conversion rate from precursors to scopolamine was ac- 
tually increased significantly, especially in the case where addition of hyoscya- 
mine and depletion of nutrition were done at the same time, Under such con- 
ditions, the conversion rate from hyoscyamine to scopolamine was as high as 
27.4%. These findings showed that the rate of conversion from precursors to 
scopolamine could be raised while reducing the production (culturing) cost may 
be applied beneficially to scopolamine production on industrial scale, 
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